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Tiivistelmä 
 
Tässä työssä valmistettiin sarja pinta-funktionalisoitavia ja lämpöherkkiä 
mikrogeelipartikkeleita lääkeainekuljettajiksi. Partikkelit syntetisoitiin 
dispersiopolymeroinnilla vinyylikaprolaktaamista (VCL), metakryylihaposta (MAA) ja 
vinyylibentsyyliatsidista (VBA) käyttäen N, N’-bis(akryyli)kystamiinia silloittajana. 
Komponentit valittiin niiden funktionaalisuuksien ja bioyhteensopivuuden vuoksi, VBA 
sisällytettiin partikkeleihin sen liittämisreaktioihin sopivan atsidiryhmän takia. 
Monomeerisuhteita vaihdeltiin parhaimman lopputuloksen aikaansaamiseksi.  
Partikkeleiden atsidiryhmien reaktiivisuutta testattiin ATRP menetelmällä valmistetuilla 
alkyyni-pääteryhmäisillä PDMAEMA-ketjuilla. Ne liitettiin partikkeleihin käyttäen 
kuparikatalysoitua atsidi-alkyyni sykloadditiota (CuAAC). 
Partikkelien kemiallista rakennetta selvitettiin NMR- ja IR-analyyseillä. Partikkelien koko 
mitattiin lämpötilan funktiona dynaamisella valonsironnalla. 
Oikean reagenssisuhteen ja reaktio-olosuhteiden löydyttyä partikkeleita syntetisoitiin 
onnistuneesti. Niiden todettiin olevan stabiileja vesiliuoksessa ja niiden todettiin muuttavan 
kokoaan lämpötilan funktiona. Atsidiryhmien reaktiivisuus todettiin havaitsemalla 
PDMAEMA IR- ja NMR-spektristä intensiivisen puhdistuksen jälkeen.  
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Lyhenteet 
 
 
ATRP – Atominsiirto radikaalipolymerointi (Atom transfer radical polymerization) 
BAC – N,N'-bis(akryyli)kystamiini (N,N'-bisacryloylcystamine) 
CuAAC – Kuparikatalysoitu atsidi-alkyyni sykloadditio (Copper assisted azide-alkyne 
cycloaddition) 
DLS – Dynaaminen valonsironta (dynamic light scattering) 
DMF – Dimetyyliformamidi (dimethylformamide) 
CRP – Kontrolloitu radikaalipolymerointi (controlled radical polymerization) 
FRP – Vapaaradikaalipolymerointi (free radical polymerization) 
FTIR – Infrapuna spektroskopia (Fourier-transform infrared spectroscopy) 
GPC – Kokoerottelukromatografia (gel permeation chromatography) 
HMTETA – 1,1,4,7,10,10-Heksametyylitrietyleenitetramiini (1,1,4,7,10,10-
Hexamethyltriethylenetetramine) 
NMR – Ydinmagneettinen resonanssi spektroskopia (nuclear magnetic resonance 
spectroscopy) 
PDMAEMA – poly(2-(Dimetyyliamino)etyyli metakrylaatti) 
PMAA – Polymetakryylihappo (polymethacrylic acid) 
PMDETA – N, N, N’, N’’, N’’’-Pentametyylidietyleenitriamiini (N, N, N’, N’’, N’’’-
Pentamethyldiethylenetriamine) 
PNIPA – poly(N-isopropyyliakryyliamidi) 
PVBA – Polyvinyylibentsyyliatsidi (polyvinylbenzylazide) 
PVCL – Polyvinyylikaprolaktaami (polyvinylcaprolactam) 
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SDS – Natriumlauryylisulfaatti (sodiumdodecylsulfate) 
TLC – Ohutkalvokromatografia (thin-layer chromatography) 
VBC – Vinyylibentsyylikloridi (vinylbenzylchloride) 
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Kirjallisuusosa 
 
Johdanto 
 
Lääkeformulaatioiden monimutkaistuminen on aiheuttanut ongelmia toisaalta niiden 
bioyhteensopivuuden ja toisaalta toimivuuden kanssa. Yhdellä lääkeainemolekyylillä 
yritetään tehdä liikaa, joko parantaa useampaa tautia tai toimia tehokkaasti joka puolella 
kehoa, mikä saattaa aiheuttaa odottamattomia sivuvaikutuksia. Lääkeainemolekyyli voi 
olla tehokas ja toimiva, mutta ei liukene oikeisiin kudoksiin, poistuu kehosta 
aineenvaihdunnan kautta ennen kuin se ehtii vaikuttaa terapeuttisesti tai vastaavasti 
saavuttaa toksisen pitoisuuden nopeasti. Näitä ongelmia on alettu selvittämään 
lääkkeenkuljetussysteemeillä, jotka suojaavat, ohjaavat ja vapauttavat lääkeaineen 
kontrolloidusti. Tämä minimoi sivuvaikutuksia ja parantaa biologista hyötysuhdetta. 
Lääkkeiden tehon lisäämistä ja sivuvaikutusten minimointia on viime vuosikymmenien 
aikana selvitetty tutkimalla polymeerihybridirakenteita.1-3 Näissä rakenteissa lääkeaine on 
yhdistetty bioyhteensopivaan komponenttiin, joka suojaa kehoa ja lääkeainetta haitallisilta 
vuorovaikutuksilta.4 Se voi myös vapauttaa lääkeaineen kontrolloidusti ja auttaa 
lääkeaineen toimintaa kehossa esimerkiksi ohjaamalla lääkeaine sairastuneeseen 
kudokseen.5, 6 Näissä formulaatioissa lääkeaine voi olla joko kovalenttisesti sitoutuneena 
tai fyysisessä vuorovaikutuksessa polymeeriin käyttötarpeen mukaan. Menetelmän etuja 
ovat pienempi biologinen toksisuus sekä lääkinnän tarkkuus ja monimuotoisuus. Tämä 
prosessi voisi säästää lääkeaineita ja lääketeollisuudessa käytettäviä materiaaleja 
biologisen hyötysuhteen parantuessa, mahdollistaa useamman lääkeaineen käytön samaan 
aikaan ja vähentää ihmisille aiheutuvia haittoja sivuvaikutuksien vähentymisen takia 
muuttamatta efektiivisiä lääkeaineita merkittävästi. 
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Polymeerien yhdistämistä lääkeaineisiin funktionaalisena osana on tutkittu viimeisen 
kolmenkymmenen vuoden aikana nousevaan tahtiin (Kuva 1).7, 8 Tarve uusille yhdisteille 
kasvaa ihmisten keskimääräisen eliniän noustessa, kun lääketiede yrittää pysyä mukana 
uusien sairauksien ja laajemman populaation lääkinnässä.  
 
 
 
Kuva 1: Polymeeri-lääkeaine aiheisten julkaisujen kasvu 1980-luvulta tähän päivään asti.9 
 
Yksi hybridilääkkeiden tutkimushaara on pienistä verkkomaisista polymeeripalloista 
koostuvat mikro- ja nanogeelit.10-13 Näissä rakenteissa lääkeaine voidaan saattaa 
polymeeriseen verkkorakenteeseen sisälle. Tätä verkkorakennetta voidaan muokata 
reagoimaan ärsykkeisiin ja sen huokoisuutta voidaan säätää käyttötarpeen mukaan. 
Verkkorakenne erottaa myös lääkkeen kehon systeemiltä suojaten molempia ei halutuilta 
vuorovaikutuksilta. Tästä malliesimerkkejä ovat huonosti liukenevat lääkkeet.14 Jos 
verkkorakenne on amfifiilinen, voidaan esimerkiksi hydrofobinen lääkeaine konjugoida 
sen kanssa ja siten hyödyntää lääkettä paremmin kehon vesipitoisissa olosuhteissa.  
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Yleisesti verkkorakenteissa käytetään ärsykkeisiin reagoivia polymeerejä kuten poly(N-
isopropyyliakryyliamidia) (PNIPAa). Hakeutuvuuden parantamiseksi partikkelien 
pintoihin voidaan liittää entsyymejä tai vasta-aineita.15, 16 Pohjarakennetta voidaan myös 
ehostaa käyttämällä erityisiä molekyylejä, jotka tuovat geeleihin jonkin 
lisäfunktionaalisuuden tai -funktionaalisuuksia. Näitä voivat olla mm. tilavuuden muutos, 
hakeutuminen tiettyyn entsyymiin tai verkkorakenteen kokonainen hajoaminen. Tieteenala 
on ollut eksponentiaalisessa kasvussa viimeisen kahdenkymmenen vuoden aikana, kuten 
kirjallisuushaun perusteella nähdään (Kuva 2). 
 
 
Kuva 2: Nano- ja mikrogeeleihin liittyvien julkaisujen määrän kasvu viime vuosikymmenien aikana.9 
 
Tässä pro gradu työssä valmistettiin lämpö- ja pH-funktionaalisuuden omaavia 
pintafunktionalisoituja mikrogeelejä saostuspolymeroinnilla. Näistä on myöhemmin 
tarkoitus muodostaa pohja sarjalle erilaisia partikkeleita, joiden pintaan voidaan liittää 
funktionaalisuuksia käyttötarpeen mukaan. 
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Polymeeriset geelit 
 
Polymeeriset geelit koostuvat kemiallisesti tai fyysisesti toisiinsa linkittyneistä 
synteettisistä tai biologisista makromolekyyliketjuista.1, 17 Geelit ovat huokoisia vähintään 
kaksifaasisia rakenteita,18 joissa silloittunut polymeerinen materiaali muodostaa avoimen 
kolmiulotteisen verkkorakenteen, joka voi tyypillisesti muuttaa kokoaan.19, 20 Aiemmin 
geelien käyttöä materiaalikemian vaativimmissa sovelluksissa on vältetty niiden 
heikohkojen mekaanisten ominaisuuksien takia. Niiden käyttö materiaalina on kuitenkin 
yleistynyt viimeisien vuosikymmenien aikana, koska uusien verkkorakenteiden 
kehittymisen seurauksena geelien mekaaniset ominaisuudet ovat parantuneet 
varteenotettavasti.21, 22  
Geeliarkkitehtuurien kehittymisen seurauksena myös sovellusmahdollisuudet ovat 
laajentuneet. Yksi esimerkki tästä kehityksestä on partikkelimaisten geelien käyttö 
lääkinnällisiin sovelluksiin. Lääkinnällisiin tarkoituksiin käytetyt polymeeriset geelit ovat 
lähes poikkeuksetta kokonaan tai osittain hydrofiilisiä mahdollisimman hyvän 
bioyhteensopivuuden takaamiseksi. Vettä absorboivia geelejä kutsutaan hydrogeeleiksi.23  
Muista verkkomaisen polymeerirakenteen omaavista materiaaleista geelit yleensä erottaa 
niiden ominaisuus vuorovaikuttaa ympäröivän faasin kanssa ja ylläpitää kemiallinen 
rakenne näiden vuorovaikutusten aikana. Tästä hyvä esimerkki on aikaisemmin mainittu 
geelimatriisin laajeneminen eli turpoaminen. Tämä tapahtuu, kun geeli saatetaan 
yhteensopivan faasin kanssa kontaktiin ja se asettuu termodynaamiseen tasapainoon.24 
Vastaavasti kun ympäröivä faasi poistetaan, geelin rakenne palautuu alkuperäiseen tilaansa 
ja romahtaa. Kemiallinen rakenne pysyy samana koko prosessin ajan.  
Verkkorakenne muodostuu useiden makromolekyyliketjujen vuorovaikuttaessa toistensa 
kanssa joko kemiallisesti tai fyysisesti.25 Polymeeriketjujen fyysinen linkittyminen 
tapahtuu polymeeriketjujen välisten heikkojen vuorovaikutusten kautta. Näitä 
vuorovaikutuksia ovat mm. elektrostaattiset vuorovaikutukset, ioni- ja vetysidokset tai 
polymeeriketjujen vyyhtiytyminen toisiinsa.  
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Vastaavasti kemiallinen linkittyminen tarkoittaa kovalenttisten sidosten muodostumista 
ketjujen välille jonkin kemiallisen reaktion seurauksena. Näitä sidoksia on vaikea rikkoa 
niiden muodostumisen jälkeen rikkomatta koko geelin rakennetta. On kuitenkin olemassa 
niin sanottuja aktiivisia sidoksia, jotka voivat uudelleen rakentua hajoamisen jälkeen. Näitä 
sidoksia hyödynnetään itsekorjaavissa polymeerimateriaaleissa. 26, 27 
Lopputuotteen halutut ominaisuudet määräävät onko järkevämpää käyttää geelin 
valmistukseen fyysistä vai kemiallista linkittämistä. Usein käytetään näiden kahden 
välimuotoa, jolloin geelissä on eri suhteissa fyysisesti ja kemiallisesti linkittyneitä alueita. 
Tämä rakenne mahdollistaa mekaanisten ja kemiallisten ominaisuuksien muokkaamisen 
spesifisiin tehtäviin. Fyysisesti linkittyneitä geelimatriiseja kutsutaan usein reversiibeleiksi 
rakenteiksi ja kemiallisesti linkittyneitä irreversiibeleiksi rakenteiksi. 
 
Mikro- ja nanogeelit 
 
Mikrogeelit ovat polymeeriverkostosta koostuvia partikkeleita, 17 jotka ovat suspensiossa 
väliaineessa ja joiden halkaisija on välillä 100- 1000 nm (Kuva 3). Kun partikkelin 
halkaisija alittaa 100 nm, puhutaan nykykirjallisuudessa yleensä nanogeeleistä tai 
nanopartikkeleista.28 Geelipartikkeleiden kokoa voidaan säädellä vaihtelevalla tarkkuudella 
aina nanometreistä useampaan mikrometriin asti valitsemalla sopiva synteesitekniikka ja 
edelleen muokkaamalla synteesiparametreja tarpeen mukaan.29 
 
Kuva 3: Havainnollistava kuva geelipartikkeleista. 
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Partikkeleiden ominaisuuksiin ja bioyhteensopivuuteen vaikutetaan matriisikomponenttien 
valinnalla. Yhdistelemällä useampia polymeeriketjuja tai käyttämällä spesifisiä 
ominaisuuksia omaavia polymeerejä geelimatriisin rakenteessa, voidaan aikaansaada 
monifunktionaalisia systeemejä. Näillä systeemeillä voi olla hakeutuvuutta tiettyyn 
solutyyppiin, herkkyyttä ympäristön muutoksille tai tietyn ennalta määritetyn prosessin 
kautta hajoava matriisirakenne (Kuva 4). 
 
Kuva 4:Geelipartikkeleiden suunniteltu toimintamekanismi. T=lämpötila, E=energia (esimerkiksi säteily) ja 
dV(dt)=tilavuuden muutos ajan funktiona. 
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Saman polymeeriverkkorakenteen omaavat mikro- ja nanogeelit eivät poikkea toisistaan 
kemiallisesti. Erottava tekijä on fyysinen koko ja kehossa ilmenevien soluseinämien ja 
kalvojen läpäisykyky. Pienemmät nanogeelit omaavat paremman soluseinämien 
läpäisykyvyn. Vastaavasti mikrogeelit ovat helpompia valmistaa matriisirakenteen 
monimutkaistuessa. Mikrogeelien tai nanomittaluokkaa isompien rakenteiden 
tutkimustausta on hieman pidempi kuin nanogeelien. Vasta viime vuosikymmeninä on 
alettu tutkimaan yhä enemmän nanoskaalan (halkaisija alle 100 nm) geelejä niiden 
solunläpäisykyvyn ja syöpälääkesovellusten takia.30 Tämän tyyppisten kuljetusaineiden 
avulla lääkeaine voidaan saattaa suoraan soluun solukalvon läpi tehokkaamman 
vaikutuksen aikaansaamiseksi. 
Geelien muokkaamismahdollisuudet ovat myös monimuotoiset. Polymeerejä ja 
polymeerisuhteita vaihtamalla voidaan geelien perusominaisuuksia muuttaa. Näitä ovat 
mm. liukoisuus, ärsykefunktionalisuudet ja koko. Myös pintaan voidaan syntetisoida 
kemiallisesti aktiivisia ryhmiä. Näillä ryhmillä voi olla itsessään jo funktionalisuus tai 
niihin voidaan liittää yhdisteitä / polymeerejä. Tässä tutkimuksessa tehty 
pintafunktionalisointi mahdollistaa sen, että partikkeleiden pinnalle voidaan liittää 
esimerkiksi kohdentavia ligandeja tai vasta-aineita. Nämä komponentit ohjaavat 
geelipartikkelin sairaan solun/solujen alueelle verenkierrosta reagoimalla sairaan solun 
proteiinirakenteisiin tai ympäristön vallitseviin entsyymeihin.16 Vaihtoehtoisesti voidaan 
käyttää kehon proteiineilta suojaavia polymeeriketjuja, jotka estävät proteiinien 
kiinnittymisen partikkelin pintaan (arpikudos) ja partikkeleiden opsonisaation.31 
Funktionalisuuksien syntetisoiminen partikkelin sisäisiin polymeerirakenteisiin on eräs 
laajasti tutkittu aihealue,32 näin valmistettuja geelejä kutsutaan ärsykkeisiin reagoiviksi 
systeemeiksi tai trendikkäämmin ilmaistuna älykkäiksi materiaaleiksi. Eniten on tutkittu 
lämpöön ja pH:n muutokseen reagoivia polymeerejä ja niistä valmistettuja 
geelipartikkeleita.33-35 Tilavuusmuutosta hyödyntäen voidaan lastattu lääkeaine vapauttaa 
puristamalla se ulos geelipartikkelista muuttamalla ympäristön parametreja. 
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Älykkäät geelit 
 
Ärsykkeisiin reagoivat geelit (älykkäät geelit) ovat rakenteita, joihin voidaan tuottaa 
fysikaaliskemiallinen muutos suhteellisen nopeasti muuttamalla ympäristöä.18, 36 
Tavanomaisimpia ärsykkeitä, joita hyödynnetään, ovat lämpötilan ja magneettikentän 
muutokset. Kemiallisista muutoksista käytetyimpiä ovat pH:n muutos tai reaktiot muiden 
kemikaalien kanssa. Useimmiten aikaansaatu muutos voidaan nollata poistamalla ärsyke 
tai aiheuttamalla käänteisärsyke, kuten esimerkiksi laskemalla lämpötilaa sen nostamisen 
jälkeen. Yksi yleisimmistä ja eniten käytetyistä ärsykkeen aiheuttamista muutoksista on 
geelirakenteen tilavuuden muutos tai ”romahtaminen” matriisissa olevan polymeerin 
liukoisuuden muutoksen seurauksena. Sen avulla voidaan vapauttaa verkkorakenteeseen 
lastattu lääkeaine esimerkiksi halutussa pH:ssa. 
Nämä muutokset verkkorakenteessa pohjautuvat polymeerin senhetkiseen liukoisuuteen 
vallitsevassa liuottimessa. Lämpötila vaikuttaa polymeerin liukoisuuteen sen tuoman 
lämpöenergian kautta. Tietyssä lämpötilassa polymeerille voi olla termodynaamisesti 
suotuisampaa puristua kasaan ja vuorovaikuttaa itsensä kanssa ennemmin kuin 
liuotinmolekyylien tai päinvastoin lämpöenergia on niin suuri, että polymeerin sisäiset 
vuorovaikutukset katoavat ja polymeeri ”avautuu” liuokseen. Nämä vuorovaikutukset 
riippuvat polymeerin affiniteetistä itsensä ja liuottimen kanssa. Vastaavasti pH:n ja ionien 
vaikutuksesta polymeeri saattaa saada varauksia ja hylkiä itseään tai valmiiksi varautunut 
polymeeri voi siirtyä pienempään konformaatioon vastaionien varjostaessa polymeerin 
omia varauksia. Tai kaikessa yksinkertaisuudessaan kemiallisen reaktion seurauksena 
polymeerin kokonaisliukoisuus liuottimeen paranee joko poolisuuden tai poolittomuuden 
lisääntyessä. 
Näitä ominaisuuksia hyödyntäen ja yhdistäen on mahdollista kontrolloida lääkeaineiden 
vapautumisaikoja, kohdentuvuutta ja vapautumisympäristöä kehossa, mikä vähentää 
sivuvaikutuksia sekä lääkeaineen haittavaikutuksia terveissä kudoksissa.37 Tämä on 
erityisen tärkeää, kun lääkeaineilla on rajallinen terapeuttinen ikkuna, ne liukenevat 
huonosti tai ne ovat terveille kudoksille myrkyllisiä (esim. kemoterapia). Tällöin 
mahdollisimman tarkka kontrolli lääkeaineen käyttäytymisessä kehossa on eduksi.  
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Synteesimenetelmät 
 
Polymeeristen geelien synteesi 
 
Mikro- ja nanogeelien valmistuksessa käytetään yleensä kahta menetelmää: 37 1) Ylhäältä 
alas menetelmät, jossa makrogeeliä (bulkkimateriaali) prosessoidaan mekaanisin keinoin 
esimerkiksi jauhamalla, kunnes haluttu kokoskaala saavutetaan. Tai 2) Alhaalta ylös 
menetelmät, jotka perustuvat synteettisiin menetelmiin, joissa pienemmistä 
rakennuspaloista (monomeerit, biopolymeerit, ligandit ja biologiset molekyylit) 
valmistetaan sopivan kokoluokan ja ominaisuudet omaavia rakenteita. Menetelmän 2) etuja 
ovat lopputuotteen ominaisuuksien ja koon kontrollointi menetelmää 1) paremmin, mutta 
teolliseen mittakaavaan soveltuvia prosesseja on hankalampi toteuttaa käytännössä. Kuten 
aiemmin mainittiin, tässä tutkimuksessa tehtiin mikrogeelejä laboratorio-olosuhteissa 
käyttäen alhaalta ylös menetelmiä. 
Geelien synteesiin käytetään pääasiassa kahta polymerointitekniikkaa, perinteistä 
vapaaradikaalipolymerointia (FRP) ja kontrolloitua ”elävää” radikaalipolymerointia 
(CRP).38 Molempia menetelmiä käytetään geelipartikkeleiden synteeseissä, jotka 
perustuvat dispersion muodostumiseen pohjautuviin variaatioihin. Nämä variaatiot voidaan 
jakaa dispersiopolymerointiin, saostuspolymerointiin sekä mikro- ja 
miniemulsiopolymerointiin. Tässä työssä synteesit suoritettiin muokatulla 
saostuspolymeroinnilla. 
Säätelemällä reagenssisuhteita ja reaktion fyysisiä olosuhteita kuten sekoitusta ja 
lämpötilaa, voidaan näitä menetelmiä hyödyntämällä valmistaa mikro- ja nanoskaalassa 
olevia polymeeripartikkeleita. Partikkelit ovat joko synteesin päättyessä silloittuneet 
geeleiksi tai niitä jatkokäsitellään erinäisillä menetelmillä partikkeleiden sisällä olevien 
polymeeriketjujen silloittamiseksi ja siten geelien muodostamiseksi. Valitsemalla sopivat 
monomeerit ja lisäaineet voidaan mahdollistaa paras mahdollinen yhteensopivuus 
lastattavan lääkeaineen kanssa.  
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Edellä mainittuja dispersiotekniikoita yhdistäviä tekijöitä ovat yleensä jatkuvaan faasiin 
liukenematon initiaattori ja monomeeri sekä monifunktionaalinen silloittaja (crosslinker) 
joka sitoo polymeeriketjut toisiinsa. Monet dispersiot ovat vesi öljyssä dispersioita eli ns. 
käänteisiä dispersioita, koska ne mahdollistavat hydrofiilisten (hydrogeelit) 
polymeeripartikkeleiden valmistamisen. Tämä on hyödyllistä, sillä useat lääkeaineet ovat 
hydrofiilisiä ja siten helposti lastattavissa suoraan käänteisellä dispersiolla valmistettuihin 
partikkeleihin. Silloittaja-aineiden ohessa myös muita silloitusmenetelmiä hyödynnetään. 
Yleisin näistä on korkeaenergisen säteilyn käyttäminen ketjujen silloittamiseen tai 
monifunktionaalisten monomeerien hyödyntäminen niissä esiintyvien sivuryhmien 
reaktiivisuuden tai esimerkiksi ioniluonteen vuoksi.39  
 
Heterogeeninen vapaaradikaalipolymerointi 
 
Vapaaradikaalipolymeroinnin (FRP) perusmekanismi koostuu kolmesta vaiheesta: 
initiaatiosta, propagaatiosta ja terminaatiosta.40 Initiaatiovaiheessa reaktion initioivaa 
molekyyliä käsitellään fyysisesti tai kemiallisesti siten että saadaan aikaan homolyyttinen 
kovalenttisen sidoksen katkeaminen ja tuotetaan vapaa radikaali. Oppikirjaesimerkki 
initiaatiosta on lämpötilan nostaminen initiaattorin aktivoimiseksi ja siitä seuraava 
radikaalin muodostuminen. Muita tapoja ovat muun muassa säteilytys (UV-valo) tai 
kemiallinen reaktio. Syntynyt radikaali reagoi monomeerin kanssa ja aloittaa ketjun kasvun 
eli propagaation. Käytännössä tämä tarkoittaa sitä, että initiaattorin radikaali siirtyy 
sidoksenmuodostuksen kautta monomeeriin ja edelleen seuraavaan. Propagaatio päättyy, 
kun radikaali häviää, tätä kutsutaan terminaatioksi. Yleisimmät tämän tyyppiset reaktiot 
polymerisoinnissa ovat disproportinoituminen, ketjunsiirto ja pariutuminen. Tämä 
tarkoittaa aktiivisen radikaalin bimolekulaarista reaktiota toisen radikaalin, propagoivan/ 
terminoituneen ketjun tai epäpuhtauden kanssa. Terminaatiovaiheen nopeus vaikuttaa 
merkitsevästi lopputuotteen polydispersiteettiin, FRP-mekanismissa terminaatiota tapahtuu 
nopeasti ja lopputuote on siten melko heterogeenistä (korkea polydispersiteetti).  Tämän 
tekniikan etuja ovat sen tekninen helppous, nopeus ja yleensä korkea konversio. Ohessa 
skemaattinen kuva FRP-mekanismista (Kuva 5). 
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Kuva 5: FRP-mekanismi. 
 
Kontrolloitu/elävä radikaalipolymerointi 
 
Kontrolloitu/elävä radikaalipolymerointi (CRP) on useasta eri tekniikasta käytetty 
yhteistermi.38, 41 Nämä tekniikat ovat radikaalipolymerointeja, jotka ovat vaiheiltaan 
samankaltaisia FRP:n kanssa lukuun ottamatta propagaatiovaiheen aikana tapahtuvaa 
aktivaatio/ deaktivaatio sykliä tai reversiibeliä ketjunsiirtoa. Näiden prosessien aikana 
ketjun kasvu lakkaa ja alkaa uudestaan useita kertoja ennen reaktion lopullista päättymistä 
joko terminaatiolla tai aktivaattorin/ monomeerin loppuessa. Tällä tavalla polymerisoidut 
ketjut pysyvät ”nukkuvina” tai ”tulpattuina (capped)” kunnes reaktiota jatketaan 
aktivoimalla reaktiivinen pää uudelleen (un-cap). Näiden tekniikoiden etuna on tuotteiden 
homogeenisyys ja kapea moolimassajakauma (polydispersiteetti). Ketjujen nukkuvia päitä 
muokkaamalla voidaan rakentaa hyvinkin monifunktionaalisia lopputuotteita. Ohessa 
skemaattinen kuva CRP:n kahdesta päämekanismista, joissa keskeistä on tasapainon 
syntyminen propagoivien ketjujen ja ”nukkuvien” ketjujen välille (Kuva 6).42 
 
17 
 
Eniten mikro- ja nanogeelien tutkimuksesta tuloksia tuottaneet CRP-tekniikat ovat ATRP 
(atom transfer radical polymerization), RAFT (reversible addition-fragmentation chain 
transfer) ja SFRP (stable free radical polymerization).38 Kyseisiä tekniikoita on sovellettu 
dispersiopolymeroinneissa, saostuspolymeroinneissa sekä mikro- ja 
miniemulsiopolymeroinneissa. CRP-reaktioiden tutkimus ja käyttö näissä tekniikoissa on 
vielä uutta verrattuna FRP-reaktioiden käyttöön, joka johtuu CRP-reaktioiden hankalasta 
suorittamisesta vesipohjaisissa liuoksissa. Vesi aiheuttaa sivureaktioita jotka vaikuttavat 
negatiivisesti reaktion kontrolliin ja siten turmelee CRP-reaktion käytön hyödyllisyyden 
hyvin kontrolloituna synteesimenetelmänä näissä olosuhteissa.43 Uusien tutkimusten avulla 
on osoitettu jo lupaavia tuloksia menetelmän käytössä.44 Tässä työssä päädyttiin 
käyttämään perinteisempää FRP-tekniikkaa, koska siitä löytyy enemmän taustatutkimusta 
ja sen on todettu toimivan hyvin ja todettu tuottavan tarpeeksi laadukkaita lopputuotteita 
ajatellen lääkeainesovelluksia. 
 
 
Kuva 6: CRP-mekanismi. 
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ATRP 
 
ATRP-mekanismi perustuu reaktion alussa muodostuvaan aktivaatio-/ deaktivaatio-
tasapainoon propagoivien ja nukkuvien ketjujen välille. Tasapaino asettuu yleensä siten 
että nukkuvia ketjuja on enemmän ja propagoivien ketjujen määrä on vähäinen, tämä 
minimoi ennenaikaisen ketjun terminaation ja pienentää tuotteen ketjujen moolimassojen 
jakaumaa eli polydispersiteettiä.43  
ATRP on osittain myös redox-reaktio, jossa ligandiin liittynyt transitiometalli hapettuu 
vasta-atomin (halogeeni) vaikutuksesta, rikkoen samalla alkyylihalidisidoksen (initiaattori) 
muodostaen radikaalin (tai vaihtoehtoisesti aktivoiden nukkuvan ketjun) ja 
metallihalidikompleksin (Kuva 7).42 Vastaavasti hiiliradikaali rikkoo metallihalidisidoksen 
reagoimalla halidin kanssa muodostaen nukkuvan radikaalin (ketju) ja pelkistyneen 
transitiometalli/ligandin, vaihtoehtoisesti radikaali terminoituu kuten VRP reaktioissa eli 
disproportinoitumalla, ketjunsiirrolla tai pariutumalla. Tekniikasta on eri variaatioita 
initiaatioon ja aktivaattorin (metalli/ligandi) regenerointiin liittyen, näitä tekniikoita ovat 
ARGET (activators regenerated by electron transfer), käänteinen ATRP, normaalisti 
initioitu ATRP ja näiden kahden yhdistelmä SR&NI-ATRP (simultaneous reverse and 
normal initiation).42  
Tässä työssä ATRP-tekniikkaa hyödynnettiin partikkeleiden pinta-funktionalisoinnin 
testaamiseen tarkoitettujen Alkyyni-PDMAEMA ketjujen syntetisointiin. 
 
 
 
 
Kuva 7: ATRP-mekanismi. 
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Dispersiopolymerointi 
 
Dispersiopolymeroinnin alussa reagenssit ovat homogeenisesti liuenneena reaktion 
jatkuvaan faasiin. Reaktio etenee valitun polymerointitekniikan mukaan joko CRP-
mekanismilla tai FRP-mekanismin mukaan. Initiaation jälkeen jatkuvaan faasiin 
muodostuu polymeeriketjuja, jotka eivät enää ole liukoisia, vaan muodostavat dispersion 
jatkuvaan faasiin kolloidisten stabilisaattoreiden tai surfaktanttien avulla.38, 40 Tämä johtaa 
tilanteeseen jossa dispersio koostuu polymeerisistä partikkeleista, joita ympäröivät 
surfaktantit, ja jatkuvasta faasista, joka sisältää reagoimattomia monomeerejä, lyhyitä 
propagoivia polymeeriketjuja sekä initiaattoria (Kuva 8). CRP-mekanismin tapauksessa 
jatkuvassa faasissa saattaa esiintyä myös ligandeja ja katalyyttejä.  
 
Saostuspolymerointi 
 
Saostuspolymerointi on muuten samalla periaatteella toimiva reaktio kuin 
dispersiopolymerointi, mutta eroaa menetelmästä siten että siitä puuttuu pinta-aktiivinen 
aine, joka stabiloi dispersion.40 Täten kun propagoiva polymeeriketju saavuttaa sen pisteen 
jolloin se ei enää pysy liuottimessa vaan sille on energeettisesti edullisempaa vajota 
kasaan, se saostuu ulos liuoksesta. Tämä johtuu geelien valmistuksen yhteydessä 
polymeerin silloittumisesta eikä niinkään polymeerin liukenemattomuudesta.38 Tällä 
tekniikalla tuotetut polymeeripartikkelit ovat yleensä kooltaan heterogeenisiä ja 
muodoltaan epätasaisia. Tässä työssä tehdyssä synteesissä on hyvin pieni päärä 
surfaktanttia, mutta käytännössä VCL:n polymerisaatio vesiliuoksessa on 
saostuspohjainen. Surfaktanttia käytetään vain lisäämään lopullisten 
mikrogeelipartikkeleiden stabiilisuutta vedessä. 
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Kuva 8: Dispersiopolymeroinnin tavanomainen FRP-mekanismi. Initiaation jälkeen polymerointi etenee FRP-
mekanismin mukaan, kunnes ketju saavuttaa pituuden, jolloin sen liukoisuus pienenee. Vähemmän liukoiset ketjut 
asettuvat surfaktanttimisellien sisään ja jatkavat propagointia, kunnes terminoituvat. Saostuspolymeroinnissa 
surfaktanttia ei ole tai sen määrä on hyvin pieni, tällöin polymeeri alkaa muodostaa vyyhtiä itsensä ympärille, kunnes se 
saostuu ulos liuottimesta. 
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Kuparikatalysoitu Huisgen sykloadditio (CuAAC) ja muut ”click”-reaktiot 
 
”Click”-reaktiot ovat yleisesti polymeerikemiassa käytettyjä tekniikoita, jossa 
muodostetaan nopeilla ja selektiivisillä additioreaktioilla kovalenttinen sidos kahden 
komponentin välille ilman sivutuotteita.45 Konsepti on kemian saralla vanha, mutta on 
kehittynyt hiljalleen nykyiseen muotoonsa ja saanut muodikkaan ”click”-termin 
yhteyteensä.  
Menetelmän etuja ovat korkeat konversiot, suhteellisen miedot reaktio-olosuhteet ja 
monimuotoisuus. Monimuotoisuutensa vuoksi reaktio on mahdollista suorittaa useamman 
menetelmän avulla. Yleisiä menetelmiä ovat sykloadditiot sekä tioli-alkeeni- ja Diels-
Alder reaktiot46, 47. Tässä työssä valmistettiin partikkeleita,48 joihin on mahdollisuus liittää 
kovalenttisesti esimerkiksi molekyyli tai funktionaalinen polymeeri käyttäen atsidi-alkyyni 
pohjaista additioreaktiota. Partikkeleille suoritettiin yleinen ja toimivaksi todettu Cu (1) 
katalysoitu Huisgen sykloadditio (Kuva 9).49 
 
 
Kuva 9: Kupari katalysoidun sykloaddition mekanismin hahmotelma, joka perustuu aiempiin havaintoihin ja arvioihin. 
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Työssä käytetyt komponentit 
 
 
Kuva 10: Tutkimuksessa käytettävät monomeerit ja niiden polymeerivastineet. 
 
 
PVCL 
 
Polyvinyylikaprolaktaami eli lyhyemmin PVCL tai PNVCL (polyvinylcaprolactam, poly 
N-vinylcaprolactam) on syklisen amiinin, vinyylikaprolaktaamin, polymeroinnin 
seurauksena muodostuva varaukseton, vesiliukoinen, bioyhteensopiva ja lämpöherkkä 
polymeeri.50-53 Siksi PVCL on löytymisensä jälkeisten vuosikymmenien aikana herättänyt 
kiinnostusta lääketeollisuudessa. Monessa julkaisussa puhutaan jopa korvikkeesta 
perinteisemmälle lämpöfunktionaaliselle poly(N-isopropyyliakryyliamidille) (PNIPA) 
materiaalille. 
23 
 
Tässä työssä syntetisoitujen mikrogeelipartikkeleiden polymeerimatriisi koostuu 92–
96,5 % PVCL:sta. Se valittiin geelimatriisin pohjapolymeeriksi, jotta lopullinen tuote olisi 
mahdollisimman myrkytön ja että tuotteella olisi tilavuuden muutoksen aiheuttava 
lämpöfunktionaalisuus, joka mahdollistaa kontrolloidun lääkeaineen vapauttamisen. 
PVCL:ssa hiilirenkaan typpiatomi on suoraan kiinnittyneenä polymeeriketjuun. Tämä estää 
pienten ja myrkyllisten amiiniyhdisteiden muodostumisen polymeerin hajotessa. 
Polymeerin solumyrkyllisyyden onkin todettu olevan siedettävällä tasolla alle 10 mg/ml 
konsentraatioissa.54 Kun partikkelirakenteita käytetään lääkeainekuljetuksessa, halutaan 
partikkelirakenteen reagoivan ärsykkeisiin yleensä joko rakenteen romahtamisella tai 
turpoamisella. PVCL-geelien on havaittu romahtavan kahden peräjälkeen tapahtuvan 
faasitransition seurauksena lämpötila-alueilla 31 C° ja 37 C°.55 Nämä fysiologisen 
lämpötilan lähettyvillä tapahtuvat transitiot ovat edellytys kehossa toimivan 
lääkeainekuljetussysteemin toimintaan ja valmistukseen. 
Yllämainitut ominaisuudet osoittavat PVCL:n olevan sopiva polymeeri 
lääkeainekuljetuksessa käytettäviin sovelluksiin. Tässä työssä PVCL-
mikrogeelipartikkeleita syntetisoitiin saostuspolymerisointimenetelmällä käyttäen 
partikkelidispersion stabiloimiseksi Natriumlayryylisulfaatti (SDS)-surfaktanttia, 
ristisilloittaja-aineena N,N'-bis(akryyli)kystamiinia (BAC) ja sisällyttämällä 
polymetakryylihappoa matriisiin. Pinnan funktionalisointi suoritettiin lisäämällä 
reaktiosysteemiin VBA-monomeeriä reaktion loppuvaiheessa, jolloin maksimoitiin 
vapaasti muokattavien atsidiryhmien määrä geelipartikkeleiden pinnalle. 
 
PMAA 
 
Polymetakryylihappo (PMAA) on metakryylihapon polymeeri. Se toimii tässä työssä 
partikkeleiden stabilaattorina vesiliuoksessa. PMAA:n karboksyyliryhmä on ionisoituva, ja 
siten segmentti toimii myös pH-funktionaalisena osana partikkeleita.56 Kun happamuutta 
lisätään, PMAA protonoituu ja muuttuu vähemmän liukoiseksi, mikä aiheuttaa partikkelin 
supistumisen. Päinvastoin emäksisissä olosuhteissa PMAA ionisoituu ja elektronisen 
repulsion seurauksena turvottaa partikkeleita.  
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Zhengbing et al. 57 tutkivat PMAA:n vaikutusta hammaspaikoissa käytettävän 
biomateriaalin mekaanisiin ominaisuuksiin ja bioyhteensopivuuteen biologisissa 
systeemeissä. Ryhmä totesi PMAA:n olevan suhteellisen myrkytön ja turvallinen 
biomateriaalissa aina 10 m-%:iin asti. Vaikutus mekaanisiin ominaisuuksiin todettiin 
olevan mitätön samaan 10 m-%:n pitoisuuteen asti. Tässä työssä MAA:n määrä 
reaktiosyötössä on 1–3 m-%, joten voidaan turvallisesti olettaa PMAA:n vaikutuksen 
partikkeleiden bioyhteensopivuuteen ja mekaanisiin ominaisuuksiin olevan vähäinen. 
 
PVBA 
 
Polyvinyylibentsyyliatsidi on kolmesta geelipartikkelin osasta ainut, jolla on hydrofobinen 
luonne. Siinä bentsyyliin kovalenttisesti kiinnittynyt atsidiryhmä mahdollistaa 
kuparikatalysoitujen Huisgen-sykloadditioiden suorittamisen (CuAAC).45, 46, 48, 58  
VBA-monomeeri lisätään synteesiin sen loppuvaiheessa mahdollisimman suuren atsidi-
pintakonsentraation aikaansaamiseksi. Tämä ei kuitenkaan itsessään varmista täydellisen 
atsidikoronan muodostumista. Jos atsidin omaava monomeeri olisi hydrofiilinen, sillä olisi 
myös hyvin todennäköisesti voimakkaita vuorovaikutuksia synteesissä käytettävän MAA:n 
kanssa, joka saattaisi terminoida niin atsidifunktionalisuuden kuin pH-herkkyydenkin 
muodostumisen. Hydrofiilisyys voisi ajaa monomeerin myös jo muodostuneiden 
geelipartikkeleiden sisälle, vaikka monomeeri lisättäisiinkin vasta, kun partikkelit ovat 
melkein valmiita.  
Hydrofobinen luonne varmistaa sen, että monomeeri pysyy mahdollisimman 
todennäköisesti partikkelin ulkopuolella surfaktantin läheisyydessä. Tämän pitäisi 
minimoida vuorovaikutukset hydrofiilisten reaktio-osien kanssa ja maksimoida 
atsidiryhmien määrä partikkeleiden pinnalla. 
VBA:n myrkyllisyydestä ei löydy spesifistä tietoa, eikä erillistä tutkimusta 
myrkyllisyydestä ole julkaistu, ja on siten epävarmaa, vaikuttaako PVBA:n läsnäolo 
lopullisen mikrogeelin toksisuuteen. Näiden atsidiryhmien on kuitenkin tarkoitus olla vain 
väliaikainen osa partikkeleita ennen pintakäsittelyä tai oksastamista. Synteesisyötössä 
niiden määrä partikkeleissa on teoreettisella tasollakin enintään vain 2,5 m-%. Tällöin 
voidaan olettaa, että lopullisessa käytössä toksisuusvaikutus on pieni. 
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Natriumlayryylisulfaatti (SDS) ja N,N'-bis(akryyli)kystamiini (BAC) 
 
 
Kuva 11: Synteesissä käytettävät oheisreagenssit. 
 
Stabilaattorina käytettävä SDS on yleisesti käytössä saippuapohjaisissa kotikemikaaleissa 
ja sen myrkyllisyyttä on tutkittu sen takia jonkin verran.59 Sen pitkä pooliton hiiliketju sekä 
ioninen sulfaattiosa tekevät siitä hyvän surfaktantin. Kumar et al. raportoivat SDS:n 
omaavan silmiä ja ihoa ärsyttäviä ominaisuuksia sekä LD50-arvon ~1 g/kg riippuen 
antoreitistä ja testieläimestä. Päätelmissään Kumar kuitenkin on todennut että SDS:n 
kasvavan käytön myötä on myös lisättävä tutkimusta sen haitallisista vaikutuksista. SDS 
jää osittain partikkeleihin puhdistuksen jälkeen ja toimii PMAA-segmenttien kanssa 
partikkeleita stabiloivana osana. 
Silloittaja-aineena käytetyn BAC:n toksisuutta nanopartikkeleihin integroituna on tutkinut 
Coue ryhmineen.60 Solumyrkyllisyystesteissä ryhmä totesi partikkeleiden olevan 
harmittomia fysiologisissa olosuhteissa 24h mittauksen aikana. BAC:n rikkisilta on 
hajotettavissa pelkistysreaktiolla, joten teoriassa partikkelimatriisi voidaan hajottaa, jos sitä 
pelkistetään tai se alistuu pelkistäville olosuhteille esimerkiksi kehossa. Tätä ominaisuutta 
ei kuitenkaan tässä tutkimuksessa testattu. 
Edellä mainittuun tutkimustietoon nojaten ja ottaen huomioon SDS:n ja BAC:n pienen 
määrän partikkelisynteesissä näiden systeemikomponenttien voidaan olettaa olevan 
biologisesti turvallisia lopullisessa tuotteessa. 
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Tutkimusosa 
 
Materiaalit 
 
Vinyylibentsyyliatsidin (VBA) synteesissä käytetty NaN3 (Merck) käytettiin sellaisenaan. 
Dimetyyliformamidi (DMF, Scan-Lab) kuivattiin tislaamalla A4 molekyyliseulojen 
päälle.Vinyylibentsyylikloridista (VBC, Sigma-Aldrich) ja metakryylihaposta (MAA, 
Aldrich, 99%) ja 2-(dimetyyliamino)etyyli metakrylaatista (DMAEMA, Acros organics)  
poistettiin inhibiittorit ajamalla ne Al2O3/ inhibitor remover kolonnin läpi. N-
vinyylikaprolaktaami (VCL, Sigma-Aldrich, 98%) uudelleenkiteytettiin tolueenista. N,N'-
bis(akryyli)kystamiini (BAC, Emilitri et al.61 mukaan), 2-propynyyli 2-bromo-2-
metyylipropionaatti (Alkyyni-initiaattori, Luedtke A. E. ja Timberlake J. W.62 mukaan), 
1,1,4,7,10,10-Heksametyylitrietyleenitetramiini (HMTETA, Aldrich), Kupari(I ja II)kloridi 
(CuCl ja CuCl2, Aldrich), Natriumlauryylisulfaatti (SDS, Merck), Natriumvetykarbonaatti 
(NaHCO3, J.T. Baker) ja Kaliumpersulfaatti (KPS, Sigma-Aldrich) käytettiin sellaisenaan. 
 
Laitteistot 
 
Ydinmagneettiresonanssispektrit (NMR) mitattiin 500 MHz Bruker Avance III NMR-
spektrometrillä. 1H näytteet tehtiin tavanomaiseen NMR-putkeen 1 mg/ml vahvuisena, 13C 
näytteet 50-100 mg/ml vahvuisena. Infrapuna-analyysit suoritettiin PerkinElmer 
instruments Spectrum One laitteella. Partikkeleiden kokoa tutkittiin dynaamisella 
valonsironnalla (DLS)  Malvern Zetasizer Nano laitteella tehden mittaukset 20°C→30°C 
5°C:n välein, 30°C→50°C 2°C:n välein, 50°C→60°C 5°C:n välein, 60°C→20°C mitaten 
päätepisteessä, 173° sirontakulmassa ja tavanomaisessa korkillisessa lasikyvetissä. 
Näytteet valmistettiin pH 7 vesi/fosforipuskuri liuokseen 5 mg/ml konsentraatiolla. Poly-
(DMAEMA) polymeerin moolimassa määritettiin kokoerottuelukromatografialla (GPC) 
käyttäen Waters styragel (THF) HR4, HR 2 ja HR1 kolonnipakkaa, PSS PMMA 
standardeja ja THF + 1 g/l tetrabutyyliammoniumbromidia (TBAB) eluenttina. GPC 
näytteet valmistettiin vahvuudella 1 mg /ml. 
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Vinyylibentsyyliatsidi (VBA) synteesi 
 
 
Kuva 12: VBA synteesin mekanismikaavio. Resepti liitteissä (Liite 1). 
 
Menetelmä 
 
Vinyylibentsyyliatsidin synteesi tehtiin Yao et al.63 suorittaman synteesimenetelmän 
mukaan. Ennen varsinaista synteesiä vinyylibentsyylikloridista (VBC) poistettiin 
inhibiittorit ajamalla liuos läpi kolonnissa olevasta 2 cm + 4 cm paksuisesta Al2O3 suola + 
inhibiittorin poistaja kerroksista. Dimetyyliformamidi (DMF) tislattiin alipaineessa (10 
mmHg) silikageelin päälle käyttäen tavanomaista tislauslaitteistoa ja 80 °C öljyhaudetta. 
Reaktio suoritettiin 500 ml makrokaulaisessa pyörökolvissa johon punnittiin 13.8028 g 
natriumatsidia NaN3 (n=0,212 mol), noin 20g VBC:a (n=0,131 mol) ja 200 ml kuivattua 
DMF:a. 
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Reaktioseosta sekoitettiin suljetussa reaktioastiassa huoneenlämmössä 17 h ajan 
mahdollisimman hyvän saannon takaamiseksi. Tuloksena oli ruskehtava liuos, jossa oli 
kirkas faasi (reagoimaton VBC) ja valkoinen jauhemainen kiinteä faasi (ei liuennut NaN3). 
Tässä vaiheessa otettiin reaktioseoksesta NMR-näyte kloroformiin 
Liuokseen lisättiin 100 ml tislattua vettä ja sekoitettiin huoneenlämmössä, kunnes kiinteä 
faasi oli liuennut kokonaan. Tämän jälkeen liuos siirrettiin erotussuppiloon ja uutettiin 
kolme kertaa käyttämällä 150 ml kuivattua dietyylieetteriä per kerta, orgaaninen faasi 
otettiin talteen (NMR-näyte) ja kuivattiin natriumsulfaatilla (Na2SO4). 
Na2SO4 poistettiin suodattamalla orgaaninen faasi paperisuodattimen läpi 500 ml 
pyörökolviin. Tämän jälkeen eetteri haihdutettiin huoneenlämmössä alipaineessa 
käyttämällä pyöröhaihdutinta. Lopuksi tuote siirrettiin vakuumieksikaattoriin muutamaksi 
tunniksi. Valmis raakatuote oli kellertävä neste. 
Tuote puhdistettiin pylväskromatografialla käyttäen silikaa stationäärisenä faasina ja n-
heksaania eluenttina. Puhdas tuote erotettiin liuoksesta tekemällä sarjat fraktioista 
ohutkerroskromatografialla (TLC) ja yhdistämällä pelkästään tuotetta sisältävät fraktiot, 
fraktioita syntyi 155 kappaletta. Lopuksi n-heksaani haihdutettiin käyttämällä 
pyöröhaihdutinta. 
Lopullinen tuote säilytettiin pakastimessa ja lämmitettiin vakuumieksikaattorissa 
huoneenlämpöön ennen käyttöä.  
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Tulokset ja pohdinta 
 
Työn aikana reaktio suoritettiin kaksi kertaa, ohessa taulukoituna reaktioiden merkittävät 
arvot. 
Tuote 
Massa 
(g) 
Saanto 
Reaktioaika 
(h) 
VBA I 13,7488 68 % 17 
VBA II 6,1783 61 % 19 
 
Taulukko 1: VBAI ja VBAII synteesien tulokset. 
Reaktion onnistuminen todettiin vertaamalla infrapuna (IR)-spektrejä (Kuva 13) ja 1H 
NMR- spektrejä (Kuva 14) kirjallisuudessa oleviin spektreihin. Korreloivat arvot 1H NMR-
spektreissä olivat 4.35 ppm (2H, CH2), 5.28 ppm (1H), 5.78 ppm (1H), 6.73 (1H), 7.29 
ppm (2H, AromH), 7.45 ppm (2H, AromH). Kun lähtöaineen ja tuotteen spektrejä 
verrattiin, nähtiin (2H, CH2) siirtymä, joka vahvistaa edelleen kloridin substituoituneen 
atsidilla. Atsidi näkyi selkeänä piikkinä IR-spektrissä aallonpituusalueella 2096 cm-1 jota ei 
puhtaassa VBC:ssa havaittu. 
 
Kuva 13: FTIR-spektri puhtaasta VBC lähtöaineesta ja puhtaasta tuotteen fraktioista VBAI (F40-155). 
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Kuva 14: Puhtaan VBA synteesituotteen VBAI(F40-155) ja VBC:n 1H-NMR spektrit deuteroidussa kloroformissa ( ja 
TMS (0,00 ppm) merkkauksella. 
 
Yao et al. saivat julkaisussaan VBA:n saannoksi 83 %, vastaavasti itse suoritetut synteesit 
tuottivat saannon 60-70 % välille. Tämä todennäköisesti johtui puhdistusvaiheen 
erilaisuudesta ja tuotteen suuren määrän vaikutuksesta pylvään erottelukykyyn. Yaon 
työryhmä puhdisti tuotteen ajamalla sen läpi todennäköisesti valmiista 
silikageelikolonnista dietyylieetteri/heksaani ajoliuottimella, kun vastaavasti tässä työssä 
suoritettiin ajo itse valmistellulla silikapylväällä ja eri ajoliuottimella. Tämän seurauksena 
osa tuotteesta on jäänyt todennäköisesti stationäärifaasiin. Tämä voi johtua pylvään 
rakennusvaiheessa muodostuneista epätäydellisyyksistä (faasin tiiviys, pylvään suoruus) ja 
tuotteen suuresta määrästä . Myös manuaalisesti suoritettu fraktiointi ja fraktioiden suuri 
määrä aiheuttivat tuotteen hävikkiä osaan hylätyistä fraktioista.  Tuotteen kuivaus tuotti 
myös ongelmia, ajoliuottimena käytetty n-heksaani jäi tuotteeseen ainakin osittain kiinni, 
heksaani näkyy 1H NMR-spektrissä siirtyminä 0.8 ppm (CH3) ja 1.2 ppm (CH2). 
Lopullinen määrä heksaania tuotteessa todettiin kuitenkin spektrien intensiteettien 
perusteella niin pieneksi, että sen vaikutus jatkossa voitiin jättää huomiotta.  
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Poly(vinyylikaprolaktaami-s-s-metakryylihappo)-atsidi partikkeleiden synteesi 
 
 
Kuva 15: p(VCL-s-s-MAA)-VBA mikrogeelipartikkeleiden saostuspolymerisoinnin mekanismikaavio. 
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Menetelmä 
 
p(VCL-s-s-MAA)-VBA synteesi:    
    
  n(mol) m(g) 
Vinyylikaprolaktaami (VCL)  6,61*10-3 0,92-0,965 
Metakryylihappo (MAA)  1,16*10-4 0,01-0,03 
Vinyylibentsyyliatsidi (VBA)  1,57*10-4 0,025-0,05 
    
N,N'-bis(akryyli)kystamiini 
(BAC) 
 3,84*10-5 0,01 
Natriumlauryylisulfaatti (SDS)  6,94*10-5 0,02 
Natriumvetykarbonaatti 
(NaHCO3) 
 2,98*10-4 0,025 
Kaliumpersulfaatti (KPS, 
initiaattori) 
 9,25*10-5 0,025 
Vesi   100 
    
 
Reaktioaika 
22h 
 
  
 
Hauteen lämpötila 
70C° 
 
  
 
Mekaaninen sekoitus 
300 rpm 
 
  
 
Typpi / Argon 
atmosfääri 
  
    
 
Taulukko 2: Partikkelisynteesien resepti. Kaikki synteesit eroteltuna liitteissä (Liite 3). 
Mikrogeelipartikkeleiden synteesi suoritettiin omiin laboratoriosuhteisiin mukautetulla 
menetelmällä Wang et al. tekemästä saostuspolymerisoinnista.56 Ajatuksena oli valmistaa 
sarja partikkeleita, joiden synteesissä on käytetty eri määrät metakryylihappoa (MAA) ja 
vinyylibentsyyliatsidia (VBA) sekä tutkia näiden rakenteellisten erilaisuuksien vaikutusta 
mm. kokoon ja lämpötila/ pH käyttäytymiseen. Lopullinen tarkoitus on saada aikaan 
kirjasto partikkeleita, jotka sopivat ominaisuuksiltaan lääkeainekuljetukseen ja joiden 
pinnalla on atsidi-alkyyni sykloadditioon sopivia atsidiryhmiä. Näihin atsidiryhmiin 
voidaan liittää käyttötarkoituksen mukaisia polymeeriketjuja ja täten funktionalisoida 
partikkelin pinta tarpeen mukaan. 
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Synteesi aloitettiin puhdistamalla monomeerit. VCL puhdistettiin uudelleenkiteyttämällä 
tolueenissa ja MAA ajamalla monomeeri Al2O3 pylvään läpi. Reaktioastiana käytettiin 250 
ml kolmikaulakolvia pystyjäähdyttimellä, jossa oli mekaaninen sekoitus. 
20 mg natriumlauryylisulfaattia, 25 mg natriumvetykarbonaattia, 10-30 mg 
metakryylihappoa, 10 mg kystamiinia ja 920-965 mg vinyylikaprolaktaamia punnittiin 
reaktioastiaan, jonka jälkeen punnittiin 100 mg tislattua vettä erilliseen astiaan.  Punnitusta 
vedestä otettiin pieni määrä sivuun (5 mL) myöhempää käyttöä varten ja loppu vesi 
lisättiin reaktioastiaan. Reaktioseosta sekoitettiin kunnes kiinteät reagenssit olivat 
silmämääräisesti liuenneet kokonaan ja liuoksen laatu oli tasainen, tämän jälkeen 
reaktiosysteemi suljettiin ja aloitettiin liuoksen typpi / argon kuplitus. Samalla punnittiin 
25 mg KPS initiaattoria, liuotettiin se osaan aikaisemmin talteen otettua vettä ja asetettiin 
kuplitukseen typpi / argon kaasun alle. Reaktioseosta kuplitettiin vähintään 2 h ajan, minkä 
jälkeen se siirrettiin 70 °C öljyhauteeseen. Seoksen annettiin lämmetä 30 min, jonka 
jälkeen systeemi initioitiin lisäämällä KPS-initiaattori reaktioseokseen septumien läpi 
käyttämällä typellä puhdistettua neulaa. Reaktioseoksen annettiin kuplittua vielä muutama 
minuutti, jonka jälkeen kuplitusneula nostettiin liuospinnan yläpuolelle ja jätettiin 
reaktiosysteemiin ylläpitämään inerttiä kaasuatmosfääriä koko reaktion ajaksi. Initiaation 
jälkeen punnittiin 25-50 mg VBA monomeeria muovivialiin, jonne sekoitettiin loput 
tallessa olleesta vedestä ja aloitettiin tämän seoksen kuplitus typellä. VBA lisättiin 
reaktioseokseen typellä puhdistetulla ruiskulla septumien läpi 1.5 h reaktion initioimisen 
jälkeen. Reaktion annettiin jatkua noin 21 h ajan ja se terminoitiin päästämällä systeemiin 
ilmaa ja nostamalla kolvi hauteesta. 
Tuote puhdistettiin dialysoimalla sitä tislattua vettä vasten dialyysimembraanissa, jonka 
cutoff arvo oli 3500 g/mol. Dialyysiä jatkettiin vähintään 3 vuorokautta vaihtaen eluentti 
vähintään 2 kertaa päivässä, täten varmistettiin lopullisen tuotteen puhtaus. Tuote 
kylmäkuivattiin, minkä jälkeen se punnittiin ja siirrettiin pakastimeen säilöön. 
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Tulokset ja pohdinta 
 
Partikkeleita tehtiin yhteensä 6 eri variaatiota vaihtelevin monomeeriosuuksin siten, että 
monomeerien yhteenlaskettu massa oli 1 g ja muiden reagenssien määrä pidettiin samana, 
ohessa taulukko tehtyjen partikkeleiden koostumuksesta (Taulukko 3). 
Ongelmalliseksi osoittautui hydrofobisen VBA monomeerin lisääminen reaktiosysteemiin, 
joissain tilanteissa se tarttui kolvin reunoille tai osa jäi siirtoastiaan. Tämän voisi korjata 
lisäämällä monomeerin punnitus- ja siirtovaiheessa pienen määrän surfaktanttia (SDS), 
jotta monomeeri saataisiin pysymään siirtoliuottimessa reunoille tarttumisen sijaan. On 
vaikea arvioida mitä tämä tekisi polymerisoitumisvaiheessa monomeerin reaktiivisuudelle, 
mutta se on mielestäni kokeilun arvoinen menetelmä.  
 
Tuote 
VCL 
(m-%) 
MAA (m-%) 
VBA 
(m-%) 
Saanto 
(%) 
Puhtaan 
tuotteen 
massa(g) 
S4 94 1 5 21,5 0,215 
S5 96,5 1 2,5 36,7 0,367 
S6 93 2 5 27 0,270 
S8 95,5 2 2,5 52,3 0,523 
S9 92 3 5 47,4 0,474 
S11 94,5 3 2,5 50,3 0,503 
 
Taulukko 3: Tehdyn partikkelisarjan MAA ja VBA määrät sekä tulokset, muiden reagenssien määrä synteeseissä pysyi 
samana. 
 
Synteesien saanto laskettiin punnitsemalla puhdas tuote ja verrattiin sitä monomeerien 
määrään synteesissä, tämä antaa hyvin raa’asti arvioidun tuloksen, koska monomeerien 
välisiä suhteita lopullisessa tuotteessa on hyvin vaikea varmistaa täydellisesti. Saannot 
kasvoivat mitä pidemmälle synteeseissä mentiin ja lopulta näyttivät asettuvan 50 % 
molemmin puolin. Parannus selittyy synteesiteknisten aspektien parantumisella 
tutkimuksen edetessä, kuten reaktiosysteemin tilavuuden pienentämisellä ja inertin kaasun 
vaihtamisella typestä argoniin. 
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Partikkelien rakenteen varmistamiseksi ne analysoitiin FTIR-, 1H-NMR- ja 13C-NMR-
spektroskopialla. MAA:n ja VBA:n pienen konsentraation ja päällekkäisten signaalien 
vuoksi niiden havainnointi NMR-spektreissä (Kuva 16 ja Kuva 17) oli hankalaa, mutta 
niiden läsnäolo partikkeleissa voitiin varmemmin todistaa IR-tuloksien perusteella. 
NMR-analyysi osoittaa partikkeleiden päämatriisirakenteen olevan PVCL-polymeeristä 
koostunut. Viitteitä MAA:n ja VBA:n signaaleista on havaittavissa,64 mutta ne ovat 
heikkoja ja osa siirtyneitä, eivätkä ne toistu kaikkien partikkelisarjojen välillä, joten 
parhaimmillaankin ne ovat spekulatiivisia. Tämä vaihtelu voi myös johtua partikkeleiden 
välillä vaihtelevista MAA ja VBA konsentraatioista. Nämä signaalit ovat merkitty 
kursivoiduilla tunnuksilla. Signaalien heikkoudesta ja tulkittavuuden vaikeudesta pienten 
konsentraatioiden johdosta mainitsivat myös Wang et al. artikkelissaan.56 
 
 
 
Kuva 16: S9 1H-NMR-spektri. TMS 0,00 ppm ja CDCL3 7,3ppm. 
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Kuva 17: S9 13C-NMR-spektri. TMS 0,00 ppm ja CDCL3 77 ppm. 
 
MAA:n ja VBA:n läsnäolo partikkeleissa varmistettiin FTIR menetelmän avulla. IR-
spektreistä näkyi selkeästi havaittavat ja partikkeleiden kesken toistuvat signaalit 
aaltoluvuilla 2092 ja 1718, joista jälkimmäinen liittyy MAA:n karboksyyliryhmän C=O 
sidoksen vibraatioon ja ensimmäinen VBA:n atsidiryhmän vibraatioon. 
 
Aaltoluku Polymeeri Ryhmä 
1427-
1480 
PVCL C-H 
1630 PVCL C=O 
1720 PMAA C=O 
2090 PVBA N=N=N 
2850 PVCL C-H 
2930 PVCL C-H 
 
Taulukko 4: Merkittävimmät IR aallonpituudet, niihin liittyvät polymeerit ja värähtelevä ryhmä. 
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Taulukossa 4 esitetyt signaalit ovat eriteltynä IR-spektriin kuvassa 18. Sarjan välillä 
merkittäviä eroja IR-spektreissä oli vain atsidi ja C=O signaalien vahvuudessa, mikä 
osoittaa sarjan partikkeleiden syntetisoituneen onnistuneesti eri suhteissa, kuten oli 
tarkoitettu. Signaalialueen lähempi tarkastelu vahvistaa edelleen signaalien olevan 
suhteessa synteesien eri syöttömääriin, niistä voidaan nähdä PMAA:n ja PVBA:n 
pitoisuuseroja partikkelisarjan välillä (Kuva 19). Tarkennuksesta nähdään PMAA:n C=O 
ryhmien signaalien intensiteettien erot alueella 1720 cm-1 ja niiden yhteys MAA:n määrään 
synteeseissä. Samalla tavalla nähdään atsidin läsnäolo ja korrelaatio reaktiosyöttöön 
alueella 2090 cm-1. Näistä intensiteeteistä nähdään selkeä suhde reagenssisyöttöihin, 
MAA:n määrä nousee yhdestä kolmeen prosenttia ja samalla voidaan nähdä signaalin 
intensiteetin voimistumista kasvavan synteesiluvun mukaan. Tästä poikkeuksena on S6 
synteesin tuote, jonka C=O signaali on voimakkaampi kuin 1 % enemmän MAA:ta 
sisältävän S9 synteesin tuotteen. Tämä johtuu todennäköisesti synteesin aikana 
tapahtuneesta epätasaisesta polymeroitumisesta monomeerien välillä.  
Atsidimonomeerien määrä synteesissä oli joko 2,5 m-% tai 5 m-% ja tämä näkyy selkeästi 
IR-signaaleissa. Synteesien tuotteet, jotka sisälsivät 2,5 m-% atsidimonomeeria omaavat 
pienemmän intensiteetin signaalin kuin 5 m-% sisältävät tuotteet joiden signaali on 
terävämpi ja voimakkaampi. 
 
Kuva 18: Partikkeleiden FTIR-spektri vs. referenssi lineaarinen PVCL. 
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Kuva 19: Suurennos partikkeleiden IR-spektristä joka näyttää partikkelisarjan välillä olevat PMAA:n ja PVBA:n suhde-
erot. 
 
 
Partikkeleiden koon muuttumista lämpötilan vaikutuksesta tutkittiin dynaamisella 
valonsironnalla. Näytteet valmistettiin pH 7 fosfaattipuskuri/vesi liuokseen 
konsentraatiolla 5 mg/ml ja jäähdytettiin muutama tunti jääkaapissa ennen analyysiä. 
Laitteisto viilennettiin 10 °C:een ennen näytteen asettamista, jotta ennenaikainen 
lämpeneminen saatiin minimoitua. 
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Synteesien 4 ja 5 partikkelit aggregoituivat pienen metakryylihappomäärän vuoksi ja tämä 
näkyy tuloksissa koon terävänä nousuna heti lämmittämisen alkuvaiheessa (Kuva 20).  
Muut partikkelit pysyivät liuoksessa koko lämmityssyklin ajan. Partikkelien koko pieneni 
heti lämmityssyklin alusta lähtien. 30 °C:een jälkeen tapahtuu ensimmäinen selkeästi 
suurempi muutos voimakkaampaan supistumiseen, tällöin aggregoituvat myös S4 ja S5. 
Seuraava voimakas muutos supistumisessa nähdään 40 °C: jälkeen. 60 °C:een asti näyttää 
siltä, että partikkelit jatkavat supistumistaan ja voidaan siten olettaa että partikkelit 
supistuvat vielä lisää mikäli lämpötilaa nostetaan tämän pisteen yli. Lämmityssyklin 
lopussa lämpötila pudotettiin takaisin 20 °C:een ja sarjan partikkelit S6, S8, S9 ja S11 
(Kuva 21) palautuivat takaisin alkuperäiseen kokoonsa kun taas aggregoituneet S4 ja S5 
eivät. Tämä vahvistaa verkkomatriisirakenteen muodostumisen synteesin aikana. 
PVCL mikrogeelipartikkeleilla on todettu olevan kaksi lämpötilatransitiota lämpötila-
alueilla 31,9 °C ja 36,7 °C.55 Näiden transitioiden on todettu nousevan lisäaineiden 
läsnäollessa, tässä tapauksessa voidaan olettaa SDS:n läsnäolon partikeleissa nostavan 
transitioita tulosten osoittamalle tasolle. SDS voi olla myös mahdollinen selitys miksi 
partikkelit eivät äkisti ”romahda” vaan supistuvat hallitusti ja siksi transitiot ilmenevät 
kuvaajasta hyvin laajoina alueina. Surfaktantti ikään kuin taistelee supistumista vastaan, 
pitämällä partikkelin uloimman kehän paremmin liukoisena sisemmän kehän muuttuessa 
huonommin liukenevaksi lämpötilan noustessa. 
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Kuva 20: Zetasizermittaus partikkeleiden koosta suhteessa lämpötilan muutokseen, intensiteettien mukainen kuvaaja 
liitteissä (Liite 5). 
 
Kuva 21: S11 partikkeleiden palautuminen loppupisteestä aloituslämpötilaan. 
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Tulokset osoittavat myös partikkeleiden koon kasvavan MAA määrän lisääntyessä, tämä 
johtuu MAA:n hydrofiilisyydestä neutraalissa pH:ssa, joka aiheuttaa partikkelin 
turpoamista. MAA on neutraalissa pH:ssa osittain dissosioituneessa tilassa, jolloin sisäisten 
varausten aiheuttamasta elektrostaattisesta repulsiosta johtuen se hakeutuu vesifaasiin.65 
VBA:n vaikutus tulisi olla päinvastainen sen ollessa hydrofobinen, tämä näkyykin 
tuloksissa lukuun ottamatta S8 (2,5 m-% VBA) ja S6 (5 m-% VBA) partikkelieriä, joissa 
tilanne on päinvastainen. Tämä johtunee S6 partikkeleihin polymerisoituneen VBA:n 
määrästä, joka on todellisuudessa reaktiosyöttöä pienempi joko synteesissä tapahtuneesta 
häiriöstä (happi reaktiosysteemissä) tai monomeerin lisäysvaiheessa sattuneessa virheessä 
(monomeerin jääminen kolvin reunoille). 
Samojen mittauksien tuloksista voitiin havaita partikkeleiden kokojakauma (Kuva 22) ja 
siten tuotteen homogeenisyys eri lämpötiloissa. Jakaumat olivat kokoluokkaa 100-1000 
nm. Jakauman kokoon vaikutti tuloksien mukaan käytetyn MAA:n määrä, mitä vähemmän 
MAA:ta synteesissä käytettiin, sitä homogeenisempää tuote oli ja päinvastoin. Tämä 
voidaan selittää MAA:n epätasaisella jakautumisella partikkeleihin synteesin aikana ja 
edelleen neutraalissa pH:ssa tapahtuvan turpoamisen seurauksena eri pitoisuuden MAA:ta 
sisältävät partikkelit turpoavat eri määrän. Kokojakaumaan vaikuttaa hyvin todennäköisesti 
myös synteesin aikana tapahtunut epätasainen polymerisaationopeus eri partikkeleiden 
välillä ja siten erikokoisten partikkelien muodostuminen. 
S11 erän partikkeleista kartoitettiin myös kokojakauman muutos lämpötilan muuttuessa 
(Kuva 23). Jakauman havaittiin pienentyvän lämpötilan kasvaessa, jakaumaväli oli 
suurimmillaan 1000 nm ja pienimmillään 350 nm. Jakauman pienentyminen lämpötilan 
kasvaessa johtuu PVCL pitoisuuksien erosta partikkeleiden välillä, joten osa partikkeleista 
sisältää fyysisesti enemmän PVCL matriisia kuin muut. Nämä partikkelit ovat myös siten 
isompia ja reagoivat lämpötilan muutokseen aggressiivisemmin. Täten jakauman 
isommassa päässä olevat partikkelit romahtavat suhteessa enemmän, kuin jakauman 
pienemmässä päässä olevat ja kokonaisjakauma supistuu. Tämä ilmiö voidaan selittää 
hajontaa aiheuttavien PMAA:n ja PVBA:n pienellä määrällä PVCL:ään verrattuna. 
PVCL:stä koostuvan päämatriisin liukoisuus veteen vähenee kun lämpötila nousee, kun 
PVCL:n määrä partikkeleissa on 92-96,5 %. 
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Kuva 22: Partikkeleiden kokojakauma 25,1 °C:een lämpötilassa. 
 
 
Kuva 23: S11 partikkeleiden kokojakauman kehitys lämpötilan muuttuessa. 
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PDMAEMA-Alkyyni synteesi 
 
 
Kuva 24: PDMAEMA-Alkyyni synteesin reaktioyhtälö. 
 
Menetelmä 
 
 
PDMAEMA-Alkyyni 
(1/2) 
      
   n / 
M 
(g/mol) 
n (mol) m (g)  
        
 DMAEMA  75 157,31 0,0763 
12,0015/
12 
 
 Anisoli     
23,6567/
23,6567 
 
 Cu(I)Cl  0,85 99 0,00087 
0,0858/ 
0,0858 
 
 Cu(II)Cl  0,15 134,45 0,00015 
0,0206/ 
0,0206 
 
 HMTETA  1 230,39 0,00102 
0,2773/ 
0,235 
 
 init.  1 205,05 0,00102 
0,2089/ 
0,209 
 
 
 
Mn (teor. 100% konversio) = 12003,3 g/mol 
 
t= 3 h 
 
T=80 C° 
 
kaasu= N2 
 
Taulukko 5: PDMAEMA-Alkyyni synteesin resepti. Moolisuhteiden (n /) avulla laskettiin reagenssienainemäärät, kun 
monomeeriä on 12g. Esimerkiksi initiaattorin määrä synteesissä on m(init.)1/75*n(DMAEMA)*205,05=0,2089 g. 
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Synteesi suoritettiin tavanomaisella ATRP (atom transfer radical polymerization) 
menetelmällä käyttäen kuparikloridia katalyyttinä, HMTETA:aa ligandina ja 2-propynyyli 
2-bromo-2-metyylipropionaattia initiaattorina. Synteesin tarkoitus oli valmistaa 
oksastusreaktiota (CuAAC) varten sopiva polymeeri, jolla on terminaalinen alkyyniryhmä 
ja joka omaa funktionalisuuden/funktionaalisuuksia. PDMAEMA on pH- ja lämpöherkkä 
polymeeri, joka voi tuoda partikkeleille toisen voimakkaan LCST:n ja voimakkaamman 
pH funktionalisuuden. 
Synteesi aloitettiin punnitsemalla 100 ml reaktioastiaan kuparisuolat CuCl ja CuCl2. 
Samalla punnittiin monomeeri DMAEMA, pieni määrä anisolia ja initiaattori yhteen 50 ml 
makrokolviin (kolvi 1). Ligandi HMTETA:a ja loppu anisoli punnittiin toiseen 50 ml 
makrokolviin (kolvi 2). Kolvien 1 ja 2 sisältöä sekoitettiin niin pitkään, että 
silmämääräisesti kaikki reagenssit olivat liuenneet, tämän jälkeen kaikki kolvit asetettiin 
typpikuplitukseen 1,5 h ajaksi. Kuplituksen jälkeen kolvin 2 sisältö siirrettiin reaktioastiaan 
septumien läpi käyttäen typellä huuhdeltua neulaa ja ruiskua. Kuplitusta jatkettiin vielä 1 h 
15 min jonka jälkeen kolvin 1 sisältö lisättiin myös reaktioastiaan septumien läpi typellä 
huuhdellulla neulalla. Reaktioseosta sekoitettiin ja typetettiin reaktiokolvissa vielä 10 min, 
jonka jälkeen reaktio aloitettiin asettamalla reaktiokolvi esilämmitettyyn 80 °C 
öljyhauteeseen ja nostettiin kuplitusneula liuoksen pinnan yläpuolelle. Reaktion annettiin 
edetä sekoituksessa, typpivirrassa ja 80 °C lämpötilassa 3h 12 min ajan, jonka jälkeen 
reaktio pysäytettiin päästämällä reaktiokolviin ilmaa ja asettamalla se jäähauteeseen. 
Reaktioseoksesta otettiin erillinen konversionäyte NMR analyysiä varten ja loppuseos 
säilytettiin pakastimessa yön yli ennen puhdistusta. Tuotteen puhdistus aloitettiin 
valmistamalla silika/Al2O3 pylväs, reaktioseos ajettiin pylväästä läpi ilman painetta 
käyttäen tetrahydrofuraania ajoliuottimena. Tuotteen läpitulo tarkistettiin 
ohutkerroskromatografialla. Tämän jälkeen käsitelty tuote siirrettiin dialyysimembraaniin, 
jonka cutoff arvo oli 3500 g/mol. Membraania dialysoitiin THF-liuoksessa kaksi päivää 
ylimääräisen anisolin poistamiseksi, jonka jälkeen dialyysiliuos vaihdettiin. Dialyysiliuos 
vaihdettiin aluksi 50/50 metanoli/vesi liuokseen yhden päivän ajaksi THF:n poistumisen 
nopeuttamiseksi. Tämän jälkeen liuos vaihdettiin täysin vedeksi, jossa dialyysiä suoritettiin 
4 päivän ajan vaihtaen liuos 3 kertaa päivässä. Dialysoitu tuote siirrettiin 
kylmäkuivaimeen, jossa sen annettiin kuivua muutaman päivän ajan. Kuiva tuote punnittiin 
ja siirrettiin pakastimeen säilöön. 
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Tulokset ja pohdinta 
 
Tuote oli kellertävä kiinteä pulveri. Synteesejä suoritettiin kaksi, koska ensimmäinen 
synteesituote jäi pylvääseen. Tämä johtui todennäköisesti liian suuresta silika/ Al2O3 
määrästä, joka vähennettiin 1/3-osaan seuraavassa synteesissä (A2). Ohessa taulukko 
synteeseistä. 
Tuote Massa (g) Saanto (m-%) Mn (g/mol) PDI Konversio (%)* 
A 0 0 0 0 15 
A2 4,2076 35 8777 1,212 62 
 
Taulukko 6: PDMAEMA-Alkyyni synteesin tulokset. *konversio on laskettu reaktioseoksen 1H-NMR spektristä verraten 
monomeerin signaalia (4,28 ppm) polymeeriketjun signaaliin (4,1 ppm), spektri liitteissä (Liite 6). 
 
Tuotteesta otettiin 1H ja 13C-NMR ja IR (Kuva 28), joista todettiin lopullinen rakenne.  
 
 
Kuva 25: 2-propynyyli 2-bromo-2-metyylipropionaatin 1H-NMR tulkittuna, 0,00 ppm (TMS) ja 7,3 ppm (CDCl3). 
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Kuva 26: PDMAEMA-Alkyyni 1H-NMR tulkittuna, 0,00 ppm (TMS) ja 7,3 ppm (CDCl3).  
 
 
Kuva 27: 13C-spektri tulkittuna, TMS 0,00 ppm ja CDCl3 77 ppm. 
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Samoihin tuloksiin PDMAEMA:n NMR analyysissä on tullut Guangzheng et al.66 
Initiaattorin havaitseminen 1H-spektristä (Kuva 26) on hankalaa, sillä alkyynin (Kuva 25) 
sekä 6H signaalit jäävät PDMAEMA:n signaalien alle. 2H signaali sen sijaan näkyy 
siirtyneenä aluella 4,6 ppm. 13C-spektristä (Kuva 27) voidaan sen sijaan nähdä pieni 
signaali 75 ppm, joka viittaa alkyyniin. Polymerointi oli kuitenkin onnistunut, joten 
voidaan myös ottaa huomioon, että initiaattori on toiminut ja siten ainakin useimmat ketjut 
sisältävät alkyynin päässään. 
 
Aaltoluku Ryhmä 
1455 C-H 
1724 C=O 
2767 N-H 
2947 N-H 
 
Taulukko 7: PDMAEMA merkittävät IR värähdys aaltoluvut. 
 
 
Kuva 28: PDMAEMA-Alkyyni FTIR-spektri, merkittävät aaltoluvut merkattuna. 
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CuAAC ”click”-synteesi 
 
 
Kuva 29: Alkyynin liittäminen partikkeleiden pintaan CuAAC reaktion avulla. 
 
Menetelmä 
 
Synteesissä liitettiin PDMAEMA-alkyynia partikkelin pintaan (grafting to) käyttäen 
hyväksi kuparikatalysoitua alkyyni-atsidi sykloadditiota (CuAAC). Täten testattiin onko 
partikkelin kehälle polymerisoitunut tarpeeksi atsidi-ryhmän omaavia PVBA segmenttejä 
mahdollista partikkelin jatkomuokkaamista varten. Tutkielman aikana suoritettiin vain yksi 
koereaktio S5 partikkeleille ajanpuutteen vuoksi.  
Reaktiossa käytettiin toisen henkilön aikaisemmin syntetisoimaa PDMAEMA-alkyyniä, 
joka valmistettiin samalla menetelmällä kuin tässä tutkielmassa on esitetty (edellinen 
kappale). Atsidiryhmien osuus partikkeleissa oletettiin olevan 100 % alkuperäisestä 
syötöstä. Tämä suoritettiin laskemalla haluttu moolimäärä atsidiryhmän sisältäviä 
monomeerejä reaktioon, tässä tapauksessa 0,01 mmol, VBA:n moolimassan ollessa 159.19 
g/mol tämä tarkoitti kaavan m = n*M mukaan 0,0015919 g. Saadaksemme kyseisen 
massan reaktioseokseen, on partikkeleita joissa on 2,5 % VBA monomeeria lisättävä 
x*0,025 = 0,0015919 g eli x = 0,063676 g. Vastaavasti jos VBA monomeeria on 
partikkelisynteesin alkusyötössä ollut 5 % on määrä puolet vähemmän eli x = 0,031838 g.  
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Synteesi C5t:        
  n/ M(g/mol) n(mmol) m(g) punnittu 
m(g) 
        
Partikkeli (Atsidiryhmät) 1 159,19 0,01 0,0636* 0,0637  
PDMAEMA (terminaalinen 
alkyyni)** 
1,5 6000 0,015 0,09 0,09  
CuBr  3 143,45 0,03 0,0043 0,0044  
PMDETA 3 173,3 0,03 0,0052 0,0052  
 
t= huoneenlämmössä 
T=23,5 h 
kaasu= N2 
 
 
Taulukko 8: CuAAC synteesin resepti. *Massa joka partikkeleita pitää lisätä jotta saadaan 0,01 mmol N3-ryhmiä 
reaktioseokseen. ** Aikaisemmin syntetisoitu PDMAEMA-alkyyni. 
 
 
Synteesi aloitettiin punnitsemalla kuivat reagenssit S5, PDMAEMA-Alkyyni ja CuBr 25 
ml mikrokolviin, sulkemalla se septumilla ja asettamalla typpiatmosfääriin 30 min ajaksi. 
Reaktiokolvin typettyessä typetettiin samalla ionivaihdettua vettä erillisessä kolvissa 30 
min. 5 ml(tarkista) typetettyä vettä siirrettiin reaktiokolviin septumien läpi käyttäen typellä 
huuhdeltua neulaa, reagenssit liuotettiin veteen ja reaktioliuosta typetettiin sekoituksessa 
30 min. Samalla punnittiin PMDETA, lisättiin 1 ml typetettyä vettä, suljettiin näytepullo 
septumilla ja typetettiin 30 min. Reaktio aloitettiin lisäämällä PMDETA/vesi liuos 
reaktiokolviin septumien läpi käyttäen typellä huuhdeltua neulaa. Reaktion annettiin edetä 
huoneenlämmössä yön yli ja pysäytettiin 23 h 30 min jälkeen avaamalla astia. 
Reaktioliuos siirrettiin regeneroituun selluloosamembraaniin (cut off 12000-14000 g/mol). 
Tuote puhdistettiin käyttäen metanolia dialyysiliuottimena 4h, jonka jälkeen dialyysiliuos 
vaihdettiin tislattuun veteen. Tuote oli dialyysissä 5 vuorokautta, jonka aikana 
dialyysiliuotin vaihdettiin 2x päivässä. Dialysoitu tuote jäädytettiin ja siirrettiin 
kylmäkuivaimeen. Kuiva tuote punnittiin ja siirrettiin pakastimeen säilöön. 
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Tulokset ja pohdinta 
 
Tuote Massa (g) Saanto (%) 
C5t 0,056 36 
 
Taulukko 9: CuAAC reaktion massa ja saanto. 
CuAAC reaktion onnistuminen tarkistettiin mittaamalla tuotteesta 13C-NMR ja FTIR. Näitä 
tuloksia verrattiin alkuperäiseen partikkelin dataan ja todettiin PDMAEMA:n liittymiseen 
viittaavia merkkejä. 
13C-NMR spektrejä vertaamalla (Kuva 30) havaitaan PDMAEMA:n läsnäolo 
tuotepartikkeleissa PDMAEMA:n syntyvien signaalien ilmenemisestä. Alkyynin signaali (75 
ppm) katoaa tuotteen spektristä, mikä viittaisi kovalenttiseen sitoutumiseen. PVBA:n aromaattinen 
signaali (123 ppm) ei myöskään ole havaittavissa, tästä ei voida kuitenkaan tehdä johtopäätöksiä, 
sillä verrattava spektri on otettu toisesta tuotteesta (S9) kuin CuAAC tehtiin (S5). Voimakkaan 
dialysoinnin jälkeen (MWCO 14000 g/mol) voidaan kaiken partikkeleista irtonaisen 
PDMAEMA:n olettaa poistuneen. On kuitenkin mahdollista, että PDMAEMA 
kompleksoituu partikkeleissa esiintyvän MAA:n kanssa, eikä ole CuAAC reaktion 
seurauksena kovalenttisesti sitoutunut partikkelin pintaan.  
 
Kuva 30: 13C-NMR (CDCl3) 0,00 ppm TMS ja 77 ppm CDCl3. 
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IR spektrissä (Kuva 31) näkyy myös PDMAEMA:n reaktio partikkelin kanssa. Punaisella 
merkitty tuotteen käyrä näyttää selkeän muutoksen N-H värähtelyn ilmenemisenä n. 2750 
cm-1 aaltoluvulle ja C=O värähdyksen voimistumisena n. 1700 cm-1. Samasta spektristä 
ilmenee myös PDMAEMA:n läsnäolo 2800 cm-1 CH2-alueella ilmenevästä pienestä 
piikistä ja muutoksista sormenjälkialueelle esimerkiksi alueilla 1050- ja 800 cm-1. Reaktion 
onnistumisen vahvistaisi atsidin värähdyksen katoaminen 2090 cm-1, tässä se ei kuitenkaan 
näy tarpeeksi hyvin vahvistaakseen mitään. Mittaukset muilla partikkeleilla olisivat olleet 
ehdottomasti tarpeen. Valitettavasti aika loppui kesken ja siten tuloksia ei ehditty 
vahvistamaan.  
 
 
Kuva 31: Synteesin FTIR spektri, ylhäältä alas käyrät ovat PDMAEMA, klikattu partikkeli ja muokkaamaton partikkeli. 
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Johtopäätökset 
 
Työn aikana syntetisoitiin onnistuneesti atsidiryhmiä sisältäviä lämpöherkkiä 
mikrogeelipartikkeleita vaihtelevin monomeerisuhtein. Partikkeleiden halkaisija pieneni 
lämpötilaa nostettaessa ja palautui takaisin lämpötilan laskiessa. Atsidifunktionaalisuuden 
ja lopullisen atsidi ”koronan” muodostumisen varmistaminen jäi hieman vajaaksi rajallisen 
aikataulun vuoksi. 
Osa partikkeleista saostui lämpötilan muutoksesta, mikä johtui liian pienestä PMAA:n 
määrästä synteesissä. Tämä kuitenkin korjaantui lisäämällä PMAA:n määrää, jolloin 
partikkelit pysyivät liuoksessa koko lämmönmuutosprosessin ajan. 
Partikkeleiden pH funktionaalisuuden olisi voinut testata mittaamalla niiden kokoa 
Zetasizer laitteella tekemällä näytteet eri pH:n omaaviin puskureihin. Voidaan kuitenkin 
luottavaisin mielin todeta tämän funktionaalisuuden olevan läsnä aikaisemman 
tutkimuksen ja PMAA:n todistetun integroitumisen perusteella. 
Tutkimusta tulee ehdottomasti jatkaa testaamalla kuinka hyvin partikkeleihin pystyy 
lastaamaan lääkeaineita, toimiiko rikkisillan rikkoutuminen ja kuinka hyvin ”click”-kemia 
onnistuu. Myös toksisuus on testattava, mutta tämän voi priorisoida sen jälkeen kun 
aikaisemmin mainitut ominaisuudet on testattu. 
Tutkituilla mikrogeelirakenteilla on potentiaalia toimia pohjarakenteena 
lääkeformulaatioissa joko sellaisenaan tai muokattuna tiettyä tarkoitusta varten. Tämän 
pohjarakenteen ympärille voitaisiin rakentaa kirjasto erilaisia partikkeleita, joista voitaisiin 
valita käyttötarkoituksen mukaan tiettyä tautia vastaan sopiva ilman uutta kliinisten 
tutkimusten kierrosta. 
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Loppusanat 
 
Valitettavasti kaikkien tulosten varmistamiselle lopputyön aikana ei ollut mahdollisuutta, 
mutta lisätutkimus kesäharjoittelijan toimesta lopputyön kokeellisen osuuden jälkeen 
vahvistaa CuAAC-reaktion onnistuvan ainakin jonkinasteisesti. Näissä tutkimuksissa, joita 
valvoin henkilökohtaisesti, PDMAEMA:n synteesiin käytettyä initiaattoria klikattiin 
suoraan partikkeleihin ja polymerointi suoritettiin suoraan initiaattoripinnoitetun 
partikkelin pinnalta. Myös alkyyniketjun liittämistä kokeiltiin uudestaan. Tuotteiden 
analyysi osoitti jonkinasteisen polymerisoinnin, ja osassa tapauksia partikkeleiden 
verkottumisen, tapahtuneen. Tämä edelleen vahvisti ainakin osittaisen ”click”-kemian 
olevan mahdollista. Partikkeleista on seuraavaksi tarkoitus mitata toksisuus ja pohtia onko 
lääkeainekäyttö edes mahdollista. 
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Liitteet 
 
VBA Synteesi (I/II):      
   M (g/mol) m (g) V (ml) n (mol) 
Natriumatsidi (NaN3)  65.01 
13.8028/6.899
4 
 
0,212 
Vinyylibentsyylikloridi 
(VBC) 
 152.62 20/10.016  
0,131 
Dimetyyliformamidi (DMF) 73.09  
200/ 
100 
 
  Reaktioaika: 17/19 h    
  
Magneettisekoitus 
huoneenlämmössä 
  
 
Liite 1: VBA I ja VBA II synteesien reseptit. 
 
 
Tuote 
VCL 
(m-%) 
MAA (m-%) 
VBA 
(m-%) 
Saanto 
(%) 
massa(g) 
S1 94 1 5 - - 
S2 94 1 5 2 0,0196 
S3 (50% reagenssit) 94 1 5 74 0,3473 
S7 (50% reagenssit) 93 2 5 57 0,2664 
S10 94,5 3 2,5 41 0,3837 
Liite 2: Epäonnistuneet ja pienet partikkelisynteesit. 
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Synteesi 
VCL 
(g) 
MAA 
(g) 
VBA 
(g) 
BAC 
(g) 
SDS 
(g) 
NaHCO3 
(g) 
KPS 
(g) 
H2O (g) 
sekoitus 
(rpm) 
Inertti 
kaasu 
Reaktiosysteemi     
S1 0,9398 0,0106 0,0503 0,0102 0,02 0,0253 0,0254 100,0235 400 N2 
250mL kolmikaula/mekaaninen 
sekoitus/pystyjäähdytin 
S2 0,9396 0,0102 0,0522 0,0106 0,02 0,0255 0,0256 100,0067 400 N2 
250mL kolmikaula/mekaaninen 
sekoitus/pystyjäähdytin 
S3 0,4695 0,0049 0,0253 0,0048 0,0102 0,128 0,0126 50,0304 700 N2 100mL makro     
S4 0,94 0,01 0,0497 0,01 0,0206 0,0251 0,025 100,0271 300 Ar 
250mL kolmikaula/mekaaninen 
sekoitus/pystyjäähdytin 
S5 0,9653 0,0102 0,0258 0,01 0,02 0,0248 0,0249 100,034 300 Ar 
250mL kolmikaula/mekaaninen 
sekoitus/pystyjäähdytin 
S6 0,9301 0,02 0,0501 0,0103 0,0201 0,253 0,0252 100,223 300 Ar 
250mL kolmikaula/mekaaninen 
sekoitus/pystyjäähdytin 
S7 0,4647 0,0099 0,0249 0,0048 0,0098 0,0126 0,0125 50,0426 700 N2 100mL makro     
S8 0,9547 0,0198 0,0248 0,01 0,0197 0,0248 0,0248 100,0539 300 Ar 
250mL kolmikaula/mekaaninen 
sekoitus/pystyjäähdytin 
S9 0,9206 0,03 0,0502 0,0099 0,0201 0,0249 0,025 100,2962 300 Ar 
250mL kolmikaula/mekaaninen 
sekoitus/pystyjäähdytin 
S10 0,9448 0,0299 0,025 0,0099 0,0204 0,0249 0,0249 100,1146 300 Ar 
250mL kolmikaula/mekaaninen 
sekoitus/pystyjäähdytin 
S11 0,9448 0,0298 0,0252 0,0102 0,02 0,025 0,025 100,005 300 Ar 
250mL kolmikaula/mekaaninen 
sekoitus/pystyjäähdytin 
Liite 3: Tehtyjen partikkelisynteesien reagenssien punnitut massat sekä reaktio-olosuhteet. 
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Liite 4: VBA fraktioiden ja lähtöaineen IR-spektrit. 
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Liite 5: Intensiteettipainotettu partikkeleiden koko suhteessa lämpötilaan. 
 
 
Liite 6: PDMAEMA-Alkyyni synteesin konveriso laskussa käytetyt pinta-alat. 
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